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摘要 :目的 检测 结 直肠 癌 (CRC) 组 织 中 WWOX 和 CD133 和 蛋白 的 表达 情况 及 其 相互 之 间 的 关系 ,并 探讨 它们 与 CRC 患 者 临床 
病理 参数 之 间 的 关系 。 方 法 采用 免疫 组 织 化 学 ElivisionTM plus 法 检测 174 例 CRC 组 织 和 80 例 正常 结 直肠 黏膜 组 织 中 
WWOX 和 CD133 和 蛋白 的 表达 情况 。 结 果 在 CRC 组 织 中 WWOX 和 CD133 和 蛋白 表达 的 阳性 率 分 别 为 41.4% 和 53.4%; 对 照 组 
中 WWOX 和 CD133 蛋白 表达 的 阳性 率 分 别 为 87.5 多 和 5.0% ,其 表达 差异 在 两 组 之 间 有 统计 学 意义 (P<0.05)。WWOX 和 
CD133 和 蛋白 表达 与 CRC 患 者 肿瘤 组 织 的 不 同 分 化 程度 .浸润 深度 .淋巴 结 是 否 转移 以 及 不 同 Duke 分 期 等 之 间 差异 均 有 统计 学 
意义 (P<0.05), 且 WWOX 和 蛋白 表达 的 阳性 率 与 CD133 和 蛋白 的 阳性 率 之 间 呈 负 相 关 关 系 (P<0.05)。Kaplan-Meier 法 生存 分 析 结 
果 显 示 在 CRC 组 织 中 WWOX 蛋白 阳性 表达 组 患者 术 后 总 的 存活 时 间 明 显 高 于 其 阴性 组 患者 ,而 CD133 和 蛋白 阳性 组 患者 术 后 
总 的 存活 时 间 明 显 低 于 其 阴性 组 患者 ,log-rank 单 因素 分 析 差 异 有 统计 学 意义 。Cox 多 因素 分 析 显 示 WWOX 和 CD133 和 蛋白 的 
阳性 表达 及 Duke 分 期 是 影响 CRC 患 者 术 后 生存 的 独立 预后 因子 。 结 论 反常 表达 的 WWOX 和 CD133 参 与 了 了 CRC 的 发 生发 
展 、 侵 袭 以 及 转移 ;在 CRC 患 者 中 联合 检测 WWOX 和 CD133 和 蛋白 的 表达 对 预测 其 进展 和 预后 均 有 重要 意义 。 
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Expressions of WWOX and CD133 in colorectal cancer and their clinical significance 
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Abstract: Objective To investigate the expressions of WWOX and CD133 in colorectal cancer (CRC) and their relationship 
with the clinicopathologic characteristics of CRC. Methods The expressions of WWOX and CD133 proteins were examined by 
immunohistochemistry in 174 specimens of CRC tissues and 80 normal colorectal mucosa tissues. Results The positivity rates 
of WWOX and CD133 proteins were 41.4% and 53.4% in CRC tissues, respectively significantly different from the rates in 
normal colorectal mucosa tissues (87.5% and 5.0%, respectively; P<0.05). WWOX and CD133 Protein expressions were signi- 
ficantly correlated with the histological grades of the tumors, depth of invasion, lymph node metastasis, and Duke's stages (P< 
0.05). Spearman analysis showed a negative relationship between the WWOX expression and CD133 expression (P<0.05). 
Kaplan-Meier survival analysis showed that the overall survival time of CRC patients with a positive expression of WWOX 
was longer than that of patients with a negative expression of WWOX; the overall survival time of patients with a positive 
expression of CD133 was shorter than that of the negative patients (P<0.05). COX regression analysis identified positive 
expressions of WWOX and CD133 protein and Duke's stage as the independent prognostic factors of CRC. Conclusion 
Abnormal expressions of WWOX and CD133 might be involved in the initiation, development, invasion, and metastasis of 
CRC. A combined detection of WWOX and CD133 can help in predicting the progression and prognosis of CRC. 

Key words: colorectal neoplasm; WWOX; CD133; immunohistochemistry; prognosis 


结 直 肠 癌 (CRC) 是 男性 第 3、 女 性 第 2 常见 的 恶性 
肿瘤 ,每 年 全 球 新 增 约 140 万 CRC 患 者 ,死亡 约 69 万 1。 


缺失 和 甲 基 化 ”。 有 研究 表明 ,异常 表达 的 WWOX 霄 
失 了 对 肿瘤 细胞 增殖 和 凋 亡 的 抑制 作用 ,从 而 促进 了 肿 


CRC 在 中 国 的 发 病 率 越 来 越 高 越 来 越 年 轻 ,CRC 患 者 
术 后 死亡 率 也 越 来 越 高 ,复发 和 转移 是 主要 原因 。 因 此 
寻找 能 早期 预测 CRC 患 者 浸润 .转移 和 预后 的 指标 就 
越 来 越 迫 切 。 舍 WW 结构 域 的 氧化 还 原 酶 (WWOX) 基 
位 于 人 类 党 染色 体 16q23.1-24.1 ,该 基因 跨越 脆性 位 
点 FRA16D2 ,在 多 种 肿瘤 中 表达 异常 ,主要 表现 为 表达 


瘤 的 浸润 和 进展 上 。 肿 瘤 干 细胞 (CSCs) 是 肿瘤 患者 内 
存在 的 一 小 撮 具 有 自我 更 新 能 力 及 分 裂 的 不 对 称 性 能 
力 的 细胞 群 。CD133 是 CSCs 中 最 常用 的 标记 ,其 在 冶 
旁 正 常 对 照 组 织 中 也 常 有 表达 ”。CD133 被 认为 是 
CSCs 标 记 物 ,一 开始 是 从 造血 干细胞 表面 被 发 现 的 ,后 
来 研究 发 现 , 在 其 他 多 种 实体 瘤 中 也 有 CD133 表 达 的 
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异常 增高 5。 目 前 关于 WWOX 与 CD133 和 蛋白 在 CRC 
中 相互 之 间 的 关系 研究 很 少 ,本 研究 通过 免疫 组 织 化 学 
ElivisionTM plus 法 检测 174 例 CRC 患 者 肿瘤 组 织 

WWOX 和 CD133 和 蛋白 的 表达 ,分 析 它 们 之 间 可 能 存在 
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的 联系 ,并 探讨 它们 在 CRC 漫 润 转 移 以 及 患者 预后 评 
佑 中 的 可 能 作用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 一 般 资 料 

收集 蚌 塌 医学 院 第 一 附属 医院 临床 病理 科 2007 年 
1 月 ~2009 年 12 月 存档 石蜡 包 埋 CRC 组 织 标 本 174 例 
( 术 前 均 未 行 放 ,化疗 及 其 它 抗 肿瘤 治疗 ) 和 正常 结 直肠 
黏膜 组 织 80 例 ,所 有 的 患者 均 有 完善 的 临床 病理 资料 
及 随访 资料 ,入选 患者 随访 至 患者 死亡 或 截止 至 2015 
年 1 月 ,随访 时 间 为 8~96 个 月 。 详 细 临 床 病理 资料 见 
表 1。 


表 1 174 例 CRC 中 WWOX 和 CD133 的 表达 及 其 与 临床 病理 因素 
之 间 的 关系 

Tab.1 Correlation of WWOX and CD133 with clinicopathological 
characteristics in 174 Patients with CRC 


WWOX CD133 
Variable - 
Gender 0.949 0.534 
Male 59 42 45 56 
Female 43 30 36 37 
Age(year) 0.991 0.371 
<60 44 31 32 43 
三 60 58 41 49 50 
Tumor location 0.799 0.435 
Colon 49 36 37 48 
Rectum 53 36 44 45 
Diameter of tumor 0.991 0.623 
<5.0 cm 61 43 50 54 
>5.0 cm 41 29 31 39 
Differentiation 
Well 14 25 28 11 
Moderately 59 31 36 54 
Poorly 29 16 17 28 
Invasion depth <0.001 <0.001 
Muscular layer 55 32 69 27 
Muscular layer outside 58 20 12 66 
LN metastasis <0.001 <0.001 
Yes 45 58 72 31 
No 57 14 9 61 
Duke stage <0.001 <0.001 
B 42 63 69 36 
C 60 9 性 S37 
WWOX <0.001 
28 74 
+ 53 19 
80 例 正常 对 照 组 ,随机 取 自 上 述 174 例 CRC 中 切 


缘 正常 结 直肠 黏膜 组 织 (远离 CRC 肿 块 >$.0 cm)。 所 
有 病理 学 资料 均 经 2 名 病理 医师 复习 及 证 实 。 
1.2 试剂 

多 克隆 抗体 免 抗 人 WWOX 及 单 克隆 抗体 鼠 抗 人 
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CD133 均 购 自 美国 Abcam;ElivisionTM plus 试剂 盒 均 
购 自 中 国 福州 迈 新 生物 技术 有 限 公 司 ( 产 品 编号 
KIT-9901)。 
1.3 实验 方法 

所 有 CRC 组 织 标 本 均 经 4% 甲 醛 固 定 石蜡 包 
埋 ,4 hm 厚 连 续 石蜡 第 规 切片 脱 蜡 水 化 , 行 免疫 组 织 化 
学 ,具体 染色 步骤 均 按 照 试剂 盒 说 明 书 进行 ,同时 选用 
已 知 阳性 片 作 阳性 对 照 ,并 用 PBS 液 替代 一 抗 作为 空白 
对 照 。 
1.4 结果 判定 

WWOX 主要 是 以 细胞 浆 内 出 现 黄色 或 标 黄 色 颗 
粒 为 阳性 ;CD133 主要 是 以 细胞 膜 或 细胞 浆 出 现 黄色 或 
标 黄色 颗粒 为 阳性 。 所 有 标记 表达 结果 均 采 取 二 次 计 
分 法 , 即 根据 着 色 强 度 和 着 色 范 围 综合 计 分 ,具体 办 法 
参见 相关 文献 18]。 最 后 阁 强 度 和 范围 积分 3 分 为 阳 
性 ,<3 分 为 阴性 。 最 终 由 两 位 病理 医生 采用 独立 双 育 
法 , 取 平 均值 来 判定 免疫 组 化 结 
1.5 统计 分 析 

采用 SPSS20.0 统 计 软 件 对 数据 进行 统计 分 析 。 
WWOX 和 CD133 和 蛋白 表达 的 阳性 组 和 阴性 组 生存 分 
析 采 用 Kaplan-Meier 法 ,组 间 比 较 采 用 log-rank 检 验 ， 
上 述 指 标 在 CRC 组 织 中 的 表达 与 正常 结 直 肠 条 膜 组 
织 . 各 临床 病理 参数 之 间 及 它们 相互 之 间 的 关系 采用 xX、 
Spearman 等 级 相关 检验 ;P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 CRC 组 织 中 WWOX 和 蛋白 的 表达 及 其 临床 病理 
素 的 关系 

WWOX 重 白 在 正常 结 直肠 黏膜 组 织 中 的 阳性 率 
为 87.5%(70/80) ,在 CRC 组 织 中 的 阳性 率 为 41.4%(72/ 
174) ,差异 在 两 组 之 间 有 统计 学 意义 (P<0.05, 图 1)。 
WWOX 蛋白 的 阳性 表达 率 与 CRC 患 者 的 年 龄 .性别 、 
肿瘤 大 小 及 位 置 等 之 间 的 差异 均 无 统计 学 意义 (P> 
0.05, 表 1)。 进 一 步 分 析 发 现 , 随 着 CRC 组 织 的 分 化 越 
差 浸润 越 深 ,WWOX 和 蛋白 的 阳性 率 越 低 , 其 之 间 的 差 
异 均 有 统计 学 意义 ;淋巴 结 转移 组 的 患者 ,其 WWOX 
蛋白 的 阳性 率 明显 低 于 淋巴 结 无 转移 组 ;Duke 分 期 越 
高 ,其 WWOX 和 蛋白 的 阳性 率 显 著 低 于 Duke 分 期 低 的 
组 ,组 间 差 异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 
2.2 CRC 组 织 中 CD133 有 蛋白 的 表达 及 其 临床 病理 因素 
的 关系 

CD133 和 蛋白 在 正常 结 直 上 肠 茜 膜 组 织 中 的 阳性 率 为 
5.0%(4/80) ,在 CRC 组 织 中 为 53.4%(93/174) ,表达 差 
异 在 两 组 之 间 有 统计 学 意义 (P<0.001, 图 2)。 随 后 的 统 
计 发 现 , 随 着 CRC 组 织 的 分 化 程度 越 差 .浸润 深度 越 
深 , 临 床 Duke 分 期 越 高 ,CD133 和 蛋白 的 阳性 率 就 越 高 ， 
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图 1 WWOX 在 不 同 结 直肠 组 织 中 的 表达 
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Fig.l Expression of WWOX in different colorectal tissues (Elivivion staining, original magnification: x 400). A: Normal 
colorectal mucosa tissues; B: Well differentiated CRC; C: Poorly differentiated CRC. 


差异 有 统计 学 意义 (P<0.05) ; 淋巴 结 转移 组 中 ,其 
CD133 的 阳性 率 显著 高 于 无 淋巴 结 转移 组 ( 表 1)。 另 


Si 


图 2 CD133 在 不 同 


结 直肠 组 织 中 的 表达 


外 ,CD133 和 蛋白 的 阳性 率 与 CRC 患 者 性 别 .年 龄 .肿瘤 
大 小 及 位 置 等 之 间 的 差异 均 无 统计 学 意义 。 


Fig.2 Expression of CD133 in different colorectal tissues (Elivivion staining, original magnification: x 400). A: Negative 


expression of CD133 in normal colorectal mucosa tissues; B: Positive expression of CD133 in well differentiated CRC; C: 


了 Positive expression of CD133 in poorly differentiated CRC. 


2.3 CRC 组 织 中 WWOX 和 CD133 之 间 的 关系 
Spearman 相关 分 析 显 示 ,在 CRC 组 织 中 WWOX 
的 表达 与 CD133 的 表达 呈 负 相关 关系 (=-0.456, P< 
0.001, 表 1)。 
2.4 COX 多 因素 回归 分 析 
将 CRC 患 者 的 年 龄 (分 为 =60 岁 组 与 <60 岁 组 ); 性 
别 ( 分 为 男性 组 与 女性 组 ); 肿 瘤 的 长 径 ( 分 为 <5.0 cm 组 
和 =5.0 cm 组 ); 肿 瘤 的 位 置 (分 为 结肠 组 和 直上 肠 组 ) 分 


表 2 174 例 CRC 患 者 的 多 因素 分 析 


化 程度 (分 为 高 分 化 组 .中 分 化 组 和 低 分 化 组 ) ;淋巴 结 
转移 (分 为 有 转移 组 和 无 转移 组 ) ;Duke 分 期 (分 为 
Duke B 期 组 和 Duke C 期 组 ); 浸 润 深度 (分 为 肌 层 组 及 
肌 层 外 组 );WWOX 表达 组 (分 为 阳性 组 与 阴性 组 ) ; 
CD133 表 达 组 (分 为 阳性 组 与 阴性 组 ) 等 因素 带 入 COX 
多 因素 模型 进行 分 析 显 示 :WWOX 和 CD133 的 阳性 表 
达 以 及 Duke 分 期 是 影响 CRC 患 者 生存 的 独立 预后 因 
素 ( 表 2)。 


Tab.2 Multivariate survival analysis of Patients with CRC 


Covariate B SE Sig Exp (B) 95% CI 
WWOX -0.953 0.224 <0.001 0.386 0.249-0.599 
CD133 0.557 0.240 0.020 1.745 1.091-2.791 
TNM 0.621 0.202 0.002 1.862 1.253-2.766 
2.5 生存 分 析 与 了 明 性 组 的 中 位 生存 时 间 分 别 为 67.4+18.9 月 和 40.6+ 


本 组 病例 平均 5 年 生存 率 为 43.1%(75/174)。 
Kaplan-Meier 生存 分 析 显 示 WWOX 和 蛋白 表达 阳性 组 


21.1 月 ,log-rank 分 析 总 的 生存 时 间 在 两 组 之 间 差 异 有 
统计 学 意义 (P<0.001, 图 3A);CD133 和 蛋白 阳性 组 与 阴 
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性 组 的 中 位 生存 时 间 分 别 为 41.2+22.3 月 和 63.7+20.4 
月 ,log-rank 分 析 显示 总 的 生存 时 间 在 两 组 之 间 差 异 有 
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3 WWOX 和 CD133 阳 性 表达 组 与 阴性 表达 组 CRC 患 者 生存 曲线 
Fig.3 Survival curves of CRC patients with positive or negative expressions of WWOX (A) and CD133 (B). 


3 讨论 

WWOX 基因 编码 414 个 氨基 酸 构 成 的 蛋白 质 ,其 
相对 分 子 质量 为 46 600。 该 蛋白 的 N 末 端 包含 一 个 重 
白 - 蛋 白 相 互 作用 的 WW 区域 ,C 末 端 包含 一 个 短 链 脱 
氨 酶 区 域 。 WWOX 在 正常 组 织 中 广泛 表达 ,其 可 以 通 


达 , 发 现 WWOX 和 蛋白 在 CRC 组 织 中 的 阳性 率 显著 低 于 
其 在 正常 对 照 组 中 的 表达 ,差异 有 统计 学 意义 。 进 一 步 
的 统计 分 析 发 现 ,WWOX 和 蛋白 的 表达 与 CRC 患 者 肿瘤 
的 浸润 深度 .分 化 程度 ,淋巴结 转移 与 和 否 及 Duke 分 期 均 
有 关 , 即 WWOX 表 达 人 缺失 的 肿瘤 细胞 分 化 程度 差 . 易 


过 其 它 蛋 白 的 作用 而 发 挥 着 调节 细胞 生长 .分 化 及 凋 亡 
等 过 程 ””。WWOX 在 多 种 肿瘤 组 织 中 出 现 表 达 异 常 ， 
例如 卵 梨 癌 .乳腺 瘤 .膀胱 癌 .肝癌 以 及 食管 癌 等 “ 
其 在 这 些 肿瘤 组 织 主要 表现 为 表达 缺失 或 甲 基 化 等 的 
异常 ,从 而 被 认为 是 一 个 抑 癌 基因 ,但 其 具体 机 制 目 前 
还 不 清楚 ,可 能 与 其 参与 多 种 信号 转 导 途 径 有 关 " "7 
可 以 与 TNF 凋 亡 途径 中 的 TRADD 和 TRAF2 作用 , 增 
强 TNF 介 导 的 细胞 毒性 ,也 可 以 通过 下 调 凋 亡 抑制 
子 Bcl-2 和 Bcl-xl 及 上 调 P73 的 表达 而 增强 TNF 的 
细胞 毒性 功能 ;可 以 与 IkBo/P53 凋 亡 途径 中 的 P53 作 
用 ,上 调 促 凋 亡 因子 p53 的 表达 ,从 而 增强 TNF 介 导 的 
细胞 毒 作用 ,并 可 和 P53 形成 共 价 复合 物 协 同 促 使 细胞 
凋 亡 ;可 以 与 细胞 应 激 途 径 中 的 JNK1 作用 。 近 期 有 文 
献 报道 ,WWOX 可 能 参与 肿瘤 的 转移 过 程 。 Gourley 
等 串通 过 试验 证 实 WWOX 能 够 抑制 卵 集 癌 细胞 中 的 
整合 素 的 表达 ,从 而 抑制 了 纤 连 蛋白 的 黏附 及 迁移 作 
用 ,同时 减弱 了 癌 细 胞 侵袭 能 力 。 男 外 ,Lan 等 ”研究 
表明 ,通过 上 调 WWOX 的 表达 可 能 激活 ERK1/2 蛋白 
磷酸 化 ,从 而 降解 MMP-9 ,使 其 表达 下 降 , 从 而 抑制 细 
胞 转移 过 程 。 本 研究 通过 免疫 组 化 方法 检测 WWOX 
蛋白 在 CRC 组 织 及 其 癌 旁 正常 结 直肠 黏膜 组 织 中 的 表 


于 发 生 温润 及 转移 。Kaplan-Meier 生存 分 析 表 明 ， 
WWOX 和 蛋白 阳性 表达 的 患者 术 后 总 的 生存 时 间 明 显 高 
于 其 阴性 组 患者 。 上 述 研究 结果 表明 ,WWOX 表 达 缺 
失 的 患者 预后 差 ,易于 发 生 浸润 及 转移 ,这 与 其 他 学 者 
报道 的 结果 一 致 ”。 

肿瘤 干细胞 (CSCs) 又 称 之 为 肿瘤 起 源 细胞 (TICs) 
通常 被 认为 是 肿瘤 发 生 ,发展 浸润 .转移 以 及 复发 的 根 
源 。 标 记 CSCs 的 标记 物 有 CD44、CD24、CD117、 
CD133、ALDH2、ABCB1 等 ,其 中 CD133 是 最 常用 的 
CSCs 标 记 物 。 目 前 ,已 有 研究 ”3 证 明 , 在 大 多 数 的 脑 肿 
瘤 .肝癌 ,肺癌 食管 癌 上 胃癌 等 组 织 中 , 均 可 以 检测 到 有 
CD133 的 表达 。CSCs 具 有 天 然 的 抵抗 放 、 化 疗 特性 ， 
此 ,一 般 的 化 疗 药物 对 CSCs 阳性 的 CRC 患 者 疗效 通常 
不 佳 中 。 因 此 ,开发 抗 CSCs 的 药物 是 将 来 CRC 患 者 淤 
在 的 治疗 靶 点 。 在 本 研究 中 ,我 们 发 现 CD133 和 蛋白 在 
CRC 组 中 的 阳性 率 显 著 高 于 其 在 对 照 组 中 的 阳性 率 ， 
差异 有 统计 学 意义 ;并 且 随 着 CRC 肿 瘤 组 织 的 分 化 越 
差 ,浸润 越 深 Duke 分 期 越 高 ,CD133 和 蛋白 的 阳性 率 越 
高 ,差异 均 有 统计 学 意义 ;CD133 的 阳性 率 随 着 淋巴 结 
的 转移 而 明显 增高 ;生存 分 析 也 表明 ,CD133 和 蛋白 的 表 
达 与 患者 的 预后 相关 ,其 阳性 组 患者 术 后 总 的 生存 时 间 
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明显 低 于 其 表达 阴性 组 患者 。 上 述 结果 表明 ,CD133 阳 
性 表达 的 CRC 患 者 其 肿瘤 组 织 分 化 差 浸润 深 、Duke 
分 期 高 .易于 发 生 淋 巴结 转移 以 及 预后 差 , 这 与 文献 报 
道 一 致 "2。 

Spearman 相关 分 析 显 示 ,WWOX 与 CD133 的 表 
达旦 负 相 关 关 系 ,说 明 WWOX 与 CD133 之 间 可 能 存在 
某 种 联系 。CSCs 的 异常 激活 导致 CRC 肿 瘤 的 发 生 及 
增长 ,而 WWOX 的 表达 缺失 则 导致 其 诱导 细胞 凋 亡 功 
能 的 丧失 ,导致 其 进一步 异常 增生 。CSCs 周围 的 微 环 
境 中 是 由 大 量 的 微血管 和 微 淋 巴 管 等 号 组 成 ,因此 可 以 
导 任 CRC 肿 瘤 的 浸润 和 转移 “"”。WWOX 蛋白 下 调 
与 VEGF 有 关 。WWOX 的 表达 缺失 ,可 能 使 VEGF 高 
表达 ,从 而 促进 肿瘤 血管 生成 ,导致 肿瘤 生长 及 转移 。 
WWOX 与 CD133 两 者 都 与 血管 的 生成 有 关 , 可 能 通过 
VEGF 信 号 通路 发 生 联系 ,具体 作用 机 制 尚 有 待 于 进 一 
步 研究 。COX 多 因素 分 析 显 示 CRC 患 者 的 Duke 分 期 
及 WWOX 和 CD133 和 蛋白 的 阳性 表达 是 影响 CRC 患 
术 后 生存 时 间 的 独立 预后 因素 。 

综 上 所 述 ,WWOX 和 CD133 的 异常 表达 参与 了 
CRC 的 发 生 发展 .侵袭 及 转移 等 过 程 。 因 此 ,可 以 通过 
联合 检查 CRC 患 者 WWOX 和 CD133 和 蛋白 的 表达 , 作 
为 预测 CRC 患 者 浸润 .转移 及 预后 的 指标 之 一 。 
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